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^ (54) METHOD FOR ENRICHING A PROKARYOTIC DNA 

00 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR ANREICHERUNG PROKARYONTISCHER DNA 

m 

(57) Abstract: The invention concerns a method for enriching a prokaryotic DNA, whereby at least one prokaryotic DNA is con- 
tacted with at least one protein or at least one polypeptide, the latter being capable of being bound with the non methylated CpG, the 
DNA-protein/polypeptide complex being then separated. The invention also concerns a kit for implementing said method. 



(57) Zusammenfassung: Es wird ein Verfahren zur Anreichung prokaryontischer DNA mit den Schritten Kontaktierung einer pro- 
karyontischer DNA mit mindestens einem Protein oder Polypeptid, das fahig ist, an nicht-methylierteCpG-Motive zu binden, und 
Separation des Protein/Polypeptid-DNA-Komplexes beschrieben. Darliber hinaus bezieht sich die Anmeldung auf einen Kit zur 
Durchfuhrung des Verfahrens. 
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Verfahren zur Anreicherung prokaryontischer DNA 

* - . ■ . ■ 




Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Anreicherung prokaryontischer DNA sowie eihen 
Kit zur DurchfQhrung des Verfahrens. 

Durch Bakterien verursachte Infektionen sind eine der hSufigsten Ursachen fur 
EntzQndungskrankheiten. Zur Prognose des Krankheitsveriaufes sowie insbesondere zur 
rechtzeitigen Auswahl geeigneter therapeutischer Maftnahmen ist der frGhzeitige 

1 4 

Nachweis der bakterieilen Erreger von entscheidender Bedeutung. 

* 

• « 

* 

Zum Nachweis bakterieller Erreger werden vor alien Dingen verschiedene Methoden der 
Kultivierung von Zellen angewendet In letzter Zeit haben aber a.uch 

» * * 

molekularbiologische Methoden, die auf dem Nachweis erfegerspezifischer 
Nukleins§uren basieren* an Bedeutung gewonnen. Neben der hohen SpezifitSt dieser 

■ m * 

Methoden ist der geringe Zeitbedarf als wesentlicher Vorteil gegenQber konventioneller 
Methoden zu nennen. Allerdings ist die Sensitivitat des Nachweises prokaryontischer 
DNA direktaus K6rperfiGssigkeiten und nicht vorbehandeltem Untersuchungsmaterial irti 
Vergleich zur Kultur der Mikroorganismen bislang viel zu gering. Eine fQr den direkten 
Erregernachweis aus dem nicht vorbehandelten Unter-suGhungsmaterial ausreichende 
Menge an Nukleinsauren von Bakterien wird allenfalls im Bereich der 16S-mRNA- 
MolekQIe erreicht Dies setzt aber voraus, dad sich die nachzuweisenden Bakterien in 
den metabolischen Phasen befinden und gehQgend 16S-mRNAexprimieren. 



WO 2004/033683 



2 



PCT/EP2003/008825 



Davon ist insbesondere bei Patienten, die unter einer antibiotischen Therapie stehen, in 
der Regel nicht auszugehen. DarOber hinaus kommen bestimmte Pathogenitatsfaktoren 
von Bakterien nicht zu jeder Zeit zur Expression, obwohl die entsprechenden Gene im 
bakteriellen Genom vorhanden sind. Deshaib ist der Nachweis der Pathogenitatsfaktoren 
und Resistenzen von Bakterien auf chromosomaler Ebene fOr die Diagnose septischer 
Erkrankungen unabdingbar. 

Dies umso'mehr als auf dieser Ebene auch eine Unterscheidung zwischen.pathogenen 
und kommensalen Bakterien getroffen werden kann. 

Am hSufigsten erfolgt der erregerspezifische NukleinsSurenachweis durch 
Vervielfaltigung der prokaryontischen DNA mittels der Poiymerase-Kettenreaktion (PCR) 
bzw. der Ligase-Kettenreaktion (LCR). Der hohen Spezifitat und schnelfen VerfQgbarkeit 
der Ergebnisse stehen die StCranfailigkeit durch KontaminStionen oder durch stark 
inhibierende Faktoren klinischer Proben gegenOber! 

Bei einem herkdmmlichen PCR-Nachweisverfahren ist fQr eine erfolgreiche Detektion 

« 

von Erregern im Blut die Gesamt-DNA aus mindestens 1 bis 5 ml Blut zu isolieren. Die 
Gesamt-DNA-Konzentration ist dann aber zu groft, um direkt in einer PCR-Reaktion 
eingesetzt zu werden. 

Anders verhait es sich mit der Blutkultur zum Nachweis von Erregern einer Sepsis. Dabei 
liegt die untere Nachweisgrenze bei weniger als 10 Bakterien pro ml. Diese 
Nachweisgrenze wird derzeit nur mit PCR-Protokollen erreicht, die ihre Zielsequenz im 
Bereich der 16S-RNA haben und damit von der Expression dieser Zielsequenz abhangig 
sind. Eine grSfJere diagnostische Sicherheit ist von PCR-Protokollen zu erwarten, die 
ihre Zielsequenzen im Chromosom der Mikroorganismen haben. Gerade unter dem 
Einfluft einer laufenden Antibiotikatherapie kann das Expressionsverhalten 
verschiedener Gene erheblich verandert Oder eingeschrSnkt sein, auch wenn das" 
eingesetzte Antibiotikum letztlich nicht wirksam ist Diese Situation ist gerade auf 
Intensivtherapiestationen h§ufig anzutreffen, auf denen die meisten Patienten unter 
Antibiotikatherapie stehen, bei denen aus diesem Grund keine reievanten Bakterien aus 
den Blutkulturen bder anderen Proben angezQchtet werden konnen. 

Wegen unzureichender Sensitivitat hat der erregerspezifische NukleinsSurennachweis 
ohne Ainplifikationsschritt durch direkten Nachweis der prokaryontischen DNA 
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(Sondentechnik, FISH-Technik) nur bei ausreichend hoher Keimzahl im 
Untersuchungsmateria! diagnostische Bedeutung. 

Die wesentliche Problematik des Nachweises prokaryontischer DNA zur Identifikation 
bakterieller Erreger in K6rperflQssigkeiten bestehen neben PCR-hemmenden 

. Bestandtejlen im Untersuchungsmaterial vor allem in dem Oberschuss an 
eukaroyntischer gegenOber prokaryontischen DNA. Hierbei sind insbesondere 
kompetitive Prozesse bei der DNA-Analyse sowie die geringe Menge an 
prokaryontischer DNA als hinderlich for einen qualitativen und quantitativen 

9 Erregernachweis anzusehen! ^ 

* • 

. Die Qblichen Methoden zur DNA-Isolierung reichern die G^samt-DNA einer 

* - * 

KdrperflQssigkeit an, so dafc das Verhaitnis Wirts-DNA zu mikrobieller DNA zwischen 1 : 
10" 6 und 1 : 10" 8 betragen kann. Aus diesem Uriterschied ist die Schwierigkeit des 
Nachweises mikfdbieller DNA in KdrperflQssigkeiten gutnachzuvollziehen. 

- . 

4 m * * . *_ - . r „ . m — 

• Der voriiegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, eine Methode 
bereitzustellen, die zur Isolierung und/oder Anreicherung mikrobieller DNA in 
Untersuchungsproben mit hohem Anteil eukaryontischer DNA von Patienten mit 
Infektionen fQr einen schnellen und einfachen Erregernachweis, der eine frOhzeitige 
Diagnose von Infektionen, durch bakterielle Erreger verursacht, ermckjlicht. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaii gelost durch ein Verfahren zur Anreicherung 
prokaryontischer DNA mit den Schritten 

a) Kontaktierung mindestens einer in LOsung befindlichen 

prokaryontischen DNA mit mindestens einem Protein oder Polypeptid, 
daB fehig ist, spezifisch an prokaryontische DNA zu binden, wodurch 
ein Protein oder Polypeptid-DNA-Komplex gebildet wird, und 

b) ' Separation des Komplexes. 

Die Bezeichnung prokaryontische DNA bezieht sich dabei sowohl auf virale als auch auf 
bakterielle DNA. Diese kann aufgereinigt und wieder in Losung gebracht sein oder direkt 
in der Ursprungsquelle (z. B. KorperflQssigkeit, wie Blut, Serum, etc.) vorliegen. 

Die Separation kann mittels verschiedener Verfahren zur Isolierung oder Anreicherung 

■ 

• ■ 

von DNA-Protein-Komplexen oder DNA-Polypeptid-Komplexe erfolgen, die dem 
Fachmann hinianglich bekannt sind. Dabei werden bevorzugt Methoden zur Anwendung 
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kommen. bei denen das DNA-bindende Protein an eine TrSgermatrix immobilisiert ist, 
urn die DNA aus der Probelosung anzureichern. 

GemSB einer bevorzugten AusfQhrungsform schlielit sich an die Separation ein Schritt 
zur Trennung von DNA und Protein/Polypeptid an. Dies kann beispielsweise durch 
herkCmmliche Verfahren zur DNA-Aufreinigung erfolgen, die dem Fachmann bekannt 
sind. Im einfachsten Falle beruht die Auftrennung auf der Anderung des pH-Wertes oder 
der Salzkonzentration (z. B. auf 1 M NaCI) des Mediums/Puffers oder der ZufQgung 

* * * 

chaotroper Reagenzien, etc; also geeignete Parameter, die zur AuflSsung des Protein- 
DNA» Komplexes fQhren. Solche Methoden sind dem Fachmann bekannt 

» * 

GemaB einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsform, ist das Protein oder das 
Polypeptid an einen TrSger gekoppelt. Diese AusfQhrungsform stellt eine besonders 
einfache MOglichkert der Anreicherung prokaryontischer DNA bereit, da die Separation 

■ 

* * * * 

aus der. LGsung besonders einfach, beispielsweise physikalischer Entfernung (z.B. 
Abzentrifugation) des oder der beladenen TrSger aus der LCsung erfolgt. 

" * - 

Als LOsung der prokaryontischen DNA kommt grundsatzlich jedes geeignete 
Losungsmittel in Frage. Besonders zweckmSBig ist das Verfahren jedoch zur 
Anreicherung prokaryontischer DNA aus Losungen, die verschiedene biomolekulare 
Spezies, insbesondere verschieden Arten von DNA enthalten. Die Erfindung betrifft 
vorzugsweise ein Verfahren zur Trennung und Anreicherung prokaryontischer oder 
viraler DNA und eukaryontischer DNA aus einem Gemisch von prokaryontischer oder 
viraler DNA. Dabei wird beispielsweise die in KorperflQssigkeiten befindliche 
prokaryontische DNA durch spezifische Bindung an das Protein oder das Polypeptid von 
der eukaryontischen DNA getrennt und angereichert Die so angereicherte 
prokaryontische DNA erleichtert den Nachweis prokaryontischer Erreger mit Hilfe 
molekularbiologischer Methoden und kann zur Diagnose von Krankheiten die durch 
pathogene Erreger verursacht werden, beitragen. 

Insbesondere die AusfQhrungsform, bei der das DNA-bindende Protein oder Polypeptid 
an die Oberflache eines Tragers immobilisiert ist, eignet sich fQr eine Adsorption 

* 

prokaryontischer DNA aus KorperflQssigkeiten, vorzugsweise aus dem Blut. Dieser 
Ansatz bietet Qberdies die Moglichkeit, mikrobielle DNA, die im Blut oder anderen 
K6rperflQssigkeiten vorliegt, aus diesen zu entfernen. Die so von der mikrobiellen DNA, 
die auch allein in der Lage ist, schwere EntzQndungsreaktionen bei Patienten 
auszuldsen, gereinigte KOrperflQssigkeit ( z. B. Vollblut, Serum oder Liquor), kann dann 
in den Korper zurQckgefQhrt werden. 
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Als KGrperflQssigkeiten im Sinne der Erfindung werden alle vom Korper eines SSugers, 
einschliefclich Mensch, stammenden FIQssigkeiten verstanden, in denen 
Krankheitserreger vorkommen konnen, wie z. B. Blut, Urin, Liquor, Pleura!-, Perikardial-, 
Peritoneal- sowie SynovialflQssigkeit Die auf humanes Blut bezogene Beschreibung der 
Erfindung stellt keine EinschrSnkung sondern nur eine beispielhafte Anwendung dar. 

* 

Als Proteine oder Polypeptide im Sinne der Erfindung werden alle eukaryontischen und 
prokaryontischen Proteine verstanden; die in der Lage sind, prokaryontische DNA 
spezifisch zu binden. Hierzu eignen sich insbesondere Proteine oder Polypeptide, die 

* * 

fahig sind, nicht-methylierte CpG-Mptive spezifisch zu binden. 

Unter bakteriellen Erregern werden vorzugsweise Erreger einer Sepsis, aber auch alle 
anderen bakteriellen Erreger von Infektiorien verstanden. Sie kGnnen sich dabei von 
kommensalen Erregegi unterscheiden, die gelegentlich auch in Untersuchungsproben 
von Patienten gefunden werden, aber keirie pathogene Bedeutung haben. 

. - 

p - ■ 

Bei der Isolierung der Gesamt-DNA aus infizierten KdrperfiQssigkeiten kann das 

Verhaltnis WMsrDNA zur Erreger-DNA oft 1:10"* bis IrlO" 8 und weniger betragen. Das 

erfindungsgemaiSe Verfahren ermoglicht durch die spezifische Bindung prokaryontischer 

DNA an das Protein oder Polypeptid mit solchen selektiven Eigenschaften eine 

Anreicherung um 3 Potenzeinheiten und mehr. 

* a 

Das Protein oder das Polypeptid kann dabei direkt oder indirekt an den TrSger gekoppelt 
sein. Die Art der Kopplung hdngt von dem TrSger und dem Tragermaterial ab. Als Tr^ger 
kommen dabei insbesondere Membranen, Mikropartikel und Harze oder Shnliche 
Materialieri for Affinitatsmatrizes in Frage. Geeignete Materialien zur Anbindung des 
Proteins oder Polypeptides, sowie - abhangig von der Art des Materials - die 
Durchfuhrung der Anbindung, -sind dem Fachmann hinlanglich bekannt. FQrdie indirekte 
Kopplung eignen sich beispielsweise spezifische AntikCrper gegen das Protein oder das 
Polypeptid, die ihrerseits durch bekannte Verfahren an den TrSger gebunden sind. 

Eine Anwendung des erfindungsgemSBen Verfahrens besteht in der Anreicherung 
prokaryontischer DNA. Eine weitere Anwendung besteht in der Trennung von 
prokaryontischer DNA aus einem Gemisch eukaryontischer und prokaryontischer DNA 
durch die Bindung der prokaryontischen DNA an ein spezifisches Protein oder 
Polypeptid, welches an eine Matrix immobilisiert wurde. Das Gemisch aus kdrpereigner 
und prokaryontischer DNA wird mittels geeigneter Verfahren mit der AffinitStsmatrix in 
Verbindung gebracht, und dabei wird die prokaryontische DNA an das immobilisierte 
Protein gebunden; die eukaryontische DNA durchlauft zum Beispiel eine Trennsaule und 
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kann separat gesammelt werden. Affinitatsmatrizes kdnnen beispielsweise . polymere 
Polysaccharide wie Agarosen, andere Biopolymere, synthetische Polymere, oder TrSger 
mit Silikat-GrundgerQst wie porOse Giaser oder sonstige feste Oder flexible TrSger sein, 
an welcheri das DNA-bindende Protein oder Polypeptid immobilisiert wird. Nach erfoigter 
Trennung prokaryontischer von eukaryontischer DNA wird die Affinitatsmatrix mit einem 
geeigneten Reagenz gespGIt, so daft entweder das Bindungsprotein mit der gekoppelten 
prokaryontischen DNA von der Matrix und/oder die prokaryontische DNA von dem 
Bindungsprotein getrennt wird und fGr weitere Arbeitsschritte in ausreichender Menge 
zurVerfQgung stehL - 

Eine weitere Anwendung des erfindungsgemaiien Verfahrens besteht in der Trennung 
und Anreicherung prokaryontischer DNA von eukaryontischer DNA durch Bindung der 
prokaryontischen DNA an ein spezifisches Protein welches* an Mikropartikeln 
immobilisiert wurde. Hierbei kommen alle Mikropartikel in Frage, die eine 
Immobilisierung des DNA-bindenden Proteins oder Pplypeptids ermoglichen. Solche * 
Mikropartikel kdnnen aus Latex, Kunststoff (z. B. Styropor, 'Polymer), Metall oder 
ferromagnetischen Stoffen bestehen. Weiterhin konnen auch fluoreszierende 
Mikropartikel, wie sie beispielsweise von der Firma Luminex angeboten werden, 
verwendet werden, Nachdem die prokaryontische DNA an die an Mikropartikel 
immobilisierten Proteine gebunden wurde, werden die Mikropartikel mit geeigneten 
Methoden, wie beispielsweise Filtration, Zentrifugation, Failung, Sortierung uber 
Messung der Fluoreszenzintensitat oder magnetische Verfahren, von dem Stoffgemisch 
getrennt Die prokaryontische DNA steht nach Trennung von den Mikropartikeln zur 
weiteren Verarbeitung zur VerfQgung. 

Eine andere Anwendung des erfindungsgemS&en Verfahrens besteht in der Trennung 
und Anreicherung prokaryontischer DNA von eukaryontischer DNA durch Bindung der 
prokaryontischen DNA an ein spezifisches Protein oder Polypeptid, welches 
anschlieBend durch Elektrophorese von Qbrigen Bestandteilen des Gemisches getrennt 
wird. 

Eine weitere Anwendung des erfindungsgemSften Verfahrens besteht in der Trennung 
und Anreicherung prokaryontischer DNA von eukaryontischer DNA durch Bindung der 
prokaryontischen DNA an das Protein oder Polypeptid. Dieses Protein wird anschlieBend 
an entsprechende Antikdrper gebunden. Die AntikOrper konnen an feste oder flexible 
Substrate, z. B. Glas, Kunststoffe, Silizium, Mikropartikel, Membranen gebunden sein, 
oder sich in Ldsung befinden. Nach Bindung der prokaryontischen DNA an das Protein 
oder das Polypeptid und dessen Bindung an den spezifischen AntikOrper erfblgt die 
Trennung aus dem Stoffgemisch mit dem Fachmann vertrauten Methoden. 
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Als Protein Oder Polypeptid eignet sich insbesondere jedes Protein oder Polypeptid, 
welches prokaryontische DNA beispielsweise mit nicht-methylierten CpG-Motiven bindet. 
Hierzu eignen sich beispielsweise spezifische Antik6rper oder Antiseren gegen 
prokaryontische DNA. Ihre Herstellung und Gewinnung sind dem Fachmann bekannt. 

* 

Prokaryontische DNA unterscheidet sich von eukaryontischer beispielsweise durch das 
Vorkommen nicht-methylierter CpG-Motive. Zweckmaiiigerweise ist das 
Protein/Polypeptid somit ein spezifisch nicht-methylierte CpG-Motive erkennendes und 
bindendes Protein, Dies ist zweckma&igerweise auch ein spezifischer AntikSrper oder 
ein entsprechendes Antiserum. GemSfl einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsform ist 

« » „ 

das Protein oder Polypeptid ein durch das TLR9-Gen oder durch das CGBP-Gen 
codiertes Protein oder Polypeptid. 

w ■ * 

w * 

Diese AusfQhrungsform der Erfindung basiert auf der Erkenntnis, dafc sich 
eukaryontische DNA und prokaryontische DNA durch ihren Anteil an CpG-Motiven 
unterscheiden. In der prokaryontischen DNA befinden sich Cytosin-Guanosin- 
Dinukleotide (CpG-Motive) in einem 20-fachen Oberschuli.gegenQber eukaryontischer 
DNA. In prokaryontischer DNA sind diese Motive nicht-methyliert, wohingegen sie in 
eukaryontischer DNA zum grCRten Teil meithyliert sind, was die Unterschiedlichkeit 
nochmals erhoht. Nicht-methylierte CpG-Motive sind nicht-methylierte Deoxycytidylat- 
Deoxyguanylat-Dinukleotide innerhalb des prokaryontischen Genoms oder innerhalb von 
Fragmenten desselben. 

Zum zweiten basiert diese bevorzugte AusfQhrungsform der Erfindung auf der 
Erkenntnis, dafc es Proteine oder Polypeptide gibt, die spezifisch an nicht-methylierte 
CpG-Motive der DNA binden. Die Bindungseigenschaft dieser Proteine/Polypeptide wird 
erfindungsgemafl genutzt, urn prokaryontische DNA einerseits zu binden und damit 
andererseits aus einer Probe mit Qberwiegendem Anteil eukaryontischer DNA 
ahzureichern. 

Eine Anwendung zur Isolierung von cDNA, welche das Vorkommen methylierter CpG- 
Motive in eukaryontischer DNA nutzt, wurde von Cross et al. Nature Genetics 6 (1994) 
236-244 beschrieben. Die immunstimulatorische Anwendung von einzelstrangigen 
Oligodesoxribonukleotiden (ODN) mit den ent-sprechenden CpG-Motiven konnte 
mehrfach gezeigt werden (Hacker et al., Immunology 105 (2002) 245-251, US 
6,239,116). Als ErkennungsmolekQle der prokaryontischen CpG-Motive wurden bisher 
zwei Rezeptorproteine identifiziert. Aus der WO 02/06482 ist der TolWike-Rezeptor 9 als 
ErkennungsmolekQI nicht-methylierter CpG-Motive bekannt Voo et al. Molecular and 
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Cellular Biology (2000) 2108-2121 beschreiben ein weiteres Rezeptorprotein, das 
humane CpG bindende Protein (hCGBP), das in einem analytischen Ansatz als 
ErkennungsmoIekQI zum Nachweis von nicht-methylierten CpG-Motiven in 
prokaryontischer DNA verwendet wird. In beiden Publikationen werden die CpG- 
bindenden Proteine nicht zur Isolierung oder Anreicherung prokaryontischer DNA 
genutzt 

Besonders geeignet ist ein Protein Oder Polypeptid, welches durch eine cDNA einer 
Sequenz mit mindestens 80 %, vorzugsweise mindestens 90 % und besonders 
bevorzugt mindestens 95 %/ Homologie zur Sequenz gem^B der GenBank Zugangs-Nr.: 
NM-014593 (Version NM-014593 tGI: 7656974; NCBI Datenbank) codiert wird. Hierbei 
handelt es sich urn Proteine oder Polypeptide, die dem CGBP entsprechen oder davon 

. 

abgeleitet sind und CpG-Motive spezifisch erkennen und binden. • 

■ * . • • • 

GemaB einer weiteren bevorzligten AusfQhruhgsform wird das Protein ocJer Polypeptid 

durch eine cDNA einer Sequenz mit mindestens 80 %, vorzugsweise mindestens 90 % 

Homologie zur Sequenz genh§& der GenBank Zugangs-Nr AB045180 (kodierende 

Sequenz des TLR9-Gens; NCBI Datenbank, Version AB045180.1;GI: 11761320) oder 

ein Fragment davpn, vorzugsweise cDNA mit mindestens 80 %, besonders bevorzugt 90 

%, Homologie zu Transkript Variante A (GenBank Zugangs-Nr. NM-1 38688; Version 

NM-017442.1; Gl: 20302169; NCBI Datenbank) oder Transkript Variante B (GenBank 

Zugangs-Nr. NM-017442; Version NM-1 38688.1; GI: 20302170; NCBI-Datenbank) 

codiert 

Die Erfindung betrifft Oberdies ein Verfahren zur Reinigung von K6rperflQssigkeiten von 
prokaryontischer DNA Hierbei ist es zweckm§Sig, dafl die Separation extrakorporal 
unter sterilen Bedmgungen erfolgt damit die KOrperflQssigkeiten \Aneder in den Korper 
zurQckgefQhrt werden kfinnen, so dad das. kOrpereigene Immunsystem bei der 
Beseitigung yon Infektionen unterstotzt wird, indem die sich in den KGrperflOssigkeiten 
befindende prokaryontische DNA entfernt wird. 

Bei der extrakorporalen Entfernung der prokaryontischen DNA aus K6rperfl0ssigkeiten 
kommen alle geeigneten chemischen, mechanischen oder elektrochemischen Verfahren 
in Betracht Weiterhin stellt auch die Kombination mit anderen extrakorporalen 
therapeutischen Verfahren, wie Hamoperfusion, Herz-Lungen-Maschine oder Endotoxin- 
Adsorber, eine weitere zweckmafcige Anwendung dar. Die AufzShlung stellt keine 
Begrenzung der Verfahren dar. 
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GemSli einer besonders bevorzugten . AusfQhrungsform betrifft die Erfindung ein 
Verfahren zur Detektion prokaryontischer DNA. Hierbei schlielSt sich nach der 
Anreicherung der prokaryontischen DNA ein Schritt zur Amplifikation der 
prokaryontischen DNA an, wozu sich alte gangigen Amplifikationsmethoden eignen 
(PCR, LCR;LM-PCR, etc.). 

Die Erfindung betrifft darQber hinaus einen Kit zur Anreicherung prokaryontischer DNA 
mittels eines der vorstehend beschriebenen Verfahren, in dem zumindest das 

■ 

Protein/Poly peptid, vorzugsweise weitere geeignete Reagenzien zur 

■' 

VerfahrensdurchfGhrung enthalten sind. 

.. » 

Gemaft einer bevorzugten AusfQhrungsform enthait der Kit neben dem 

> * 

Protein/Polypeptid mindestens ein Set von Primem, weiche zur Amplifikation 

♦ - - 

genomischer DNA bestimmter Prokaryonten unter Standardbedingungen geeignet sind. 

• . * 

• . ■ 

Die Erfindung hat den Vorteil, dafl durch spezifische Bindung nicht-methylierter CjDG- 
motivreicher prokaryontischer DNA ah Proteine mit spezifischer Affinitat fQr solche 

i ■ * • 

Strukturen eine Konzentrierung prokaryontischer DNA aus der Gesamt-DNA eines 
infizierten Wirts gelingt und damit die Nachweisempfindlichkeit von Erreger-DNA in 
KorperflQssigkeiten stark erhoht wird. 

■ . * * * 

Die AbtrennungsmOglichkeiten prokaryontischer DNA von eukaryontischer DNA mit 
einem spezifisch bindenden Protein sind nicht zeitaufwendiger ais bekannte Methoden 
zur Isolierung von Gesamt-DNA. Der nachfolgende Nachweis kann aber nur Qber eine 
PCR-Reaktion erfolgen. Eine nested PCR wird in den meisten Fallen nlcht notwendig 
sein, so daB eine betrSchtliche Zeiterspamis in der Diagnostik mCglich wird. 

Die Erfindung soil nachfolgend anhand von Beispielen naher erlSutert werden ohne sie 
darauf einzuschrSnken. 

Abb. 1 zeigt die PCR von Streptokokken-DNA im Humanblut, und 
Abb. 2 zeigt die nested-PCR mit den PCR-Produkten nach Abb.1. 

Beispiel 1: Nachweisverfahren nach dem Stand derTechnik. 

Frisches, heparinisiertes Humanblut, das Streptococcus pyogenes mit 103/ml 
koloniebildende Einheiten als Erreger enthSIt, wird for den Erregemachweis verwendet 
Die DNA wird mittels Absorption an DNA bindende Matrix mit kommerziellen Kits zur 
Isolierung von Gesamt-DNA aus KdrperflQssigkeiten nach abgewahdelter Vorschrift der 
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Hersteller isoliert. Dazu werden 100 pi infiziertes Blut in Eppendorf Tubes mit 200 pi des 
gesamten Lysispuffer, der Proteinase K und SDS enthalt, versetzt Das Gemisch wird 30 
min bei 37°C inkubiert, und danach 20 min auf 95°C erhitzt. Nach dem AbkQhlen werden 
20pg Mutanolysin zugegeben und weitere 60 min bei 37°C inkubiert. Nach Zentrifugation 
wird der Oberstand auf die Zentri-fugationssaulen mit DNA-bindender Matrix aufgetragen 
und die DNA nach Vorschrift des Herstellers gereinigt. Die gereinigte DNA wird in einem 
Endvolumen von 100|jl 0.01 molar Trispuffer, pH 7.5 Oder in gleicher Menge 
Elutionpuffer des Herstellers aufgenommen. FQr den Erregernachweis werden Primer 

zur Identifizierung des Streptolysin O Gens(slo) ausge-wahlt 

» ■ • 

■ 

1. PCR. Ampiifikation eines 465 bp Fragmentes 

Forward-Primer 1: S-AGCATACAAGCAAATTTTTTACACCG 

• .. 

Reverse-Primer 2: 5-GTTCTGTTATTC3ACAGCCGCAATT 
Primer Konzentration 1mg/ml 

m ' 

m ' ' 

Ansatz: 5 ul DNA-lsolat 

» * 

0.5 pi Primerfw 1 
0.5 pi Primer rv 2 
14 pi Aqua dest 

total 25 pi in Ready to go Kit (Amersham-Bioscfences) 

■ « 

Reaktion: . 

1x 5 min 95 °C 

40 Zyklen a 30 sec. 95°C 

30 sec. 51 °C 

3 min 72°C 
1x 7min72°C 

Die Ergebnisse der PCR von Streptokokken-DNA in Humanblut sind in Abb. 1 
dargestellt. Es wurden 10 pi des 25 pi Ansatzes aufgetrennt: 1) PCR Ansatz mit 5 pi 
Template" DNA; 2) Ansatz mit 5 pi Template, 1:10 verdQnnt 3) Positivkontrolle: 0.2 pi 
Streptokokken-DNA als Template ohne Anwesenheit eukaryontischer DNA aus Blut. ST) 
Molekulargewichtsstandard 

Ergebnis: Die Prim3r-PCR ergibt kein sichtbares PCR-Produkt Deshalb wurde 
nachfolgend eine 2. PCR (nested PCR) durchgefohrt. 

2. PCR (nested): Ampiifikation eines innerhalb des obigen slo-Fragmentes 348 bp 
Fragmentes 

Forward Primer 3: 5 - CCTTCCTAATAATCCTGCGGATGT-y 
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Reverse Primer 4: 5'- CTGAAGGTAGCATTAG TCTTTGATAACG-3' 

Primer-Konzentratiori: 1mg/ml 

Ansatz: 5 pi aus PCR1 , Probe 1 , Abb. 1 

0.5 pi Primer fw 1 

0.5 pi Primer rv 2 

14 pi Aqua dest 

total 25 pi in Ready to go Kit (Amersham-Biosciences) 

Reaktion: 

1x 5min95°C 
50 Zyklen & 30 sec. 95°C 

30 sec. 54°C 
3 min 72°C k 

* 

1x 7min72°C ' ' ^ 

•• ■ . ■ - 

Abb. 2 zeipt die Nested PCR mit den PCR-Pfodukten aus dem 1. PCR-Ansatz nach Abb. 
1 als Template. Die Proben entsprechen denen aus Abb. 1. 

Ergebnis: In der nested PCR wird das gewOnschte slo-DNA Fragment amplifiziert bei 
einer Erregerzahl von 100 Streptokokkenzeilen pro 100 pi Blut (Probe 1). Das entspricht 
bei 5 pi Template DNA in der 1 . PCR (Abb.1) ca. 5 bis 10 Template-MolekQIen. Bei einer 
1:10 VerdQnnung (Probe 2) ist die Empfindiichkeit erschopft (0,5 bis 1 Template- 
MolekQIen). 

Beispiel 2: DurchfOhrung des erfindungsgemaiien Verfahrens 

■ 

Die DNA wird aus einem Zelllysat wie oben fQr die bisherigen PCR-Verfahren 
beschrieben in Ldsung gebracht. Der Unterschied ist, daB zwischen 1 ml und 5 ml 
Untersuchungsmaterial eingesetzt werden. 

Drei Milliliter frisches, heparinisiertes oder Citrat-versetztes Humanblut, das 
Streptococcus pyogenes mit 102/ml koloniebildende Einheiten als Erreger enthslt wird 
fQr den Erregernachweis verwendet Die DNA wird mit Lysepuffern, die SDS und 
Proteinase K enthalten, aus kommerziellen Kits zur Isolierung von Gesamt-DNA aus 
KGrperflOssigkeiten nach abgewandelter Vorschrift der Hersteller isoliert Dazu werden 3 
ml infiziertes Blut mit 6 ml des gesamten Lysispuffer, der Proteinase K und SDS enthslt, 
versetzt. Das Gemisch wird 30 min bei 37°C inkubiert, und danach 20 min auf 95°C 
erhitzt Nach dem AbkOhlen werden 200 pg Mutanolysin zugegeben und weitere 60 min 
bei 37 °C inkubiert Nach Zentrifugation wird das Gemisch mit Ethanol bei einer 
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Endkonzentration von 70 % gefailt und nach Zentrifugation wird das Pellet mit 2 ml 70 
%igem Ethanol gewaschen. Der Ethanolrest wird in einer Vakuumzentrifuge entfernt und 
die gefellte DNA in 500 pi TE-Puffer aufgenommen. Die DNA wird dann auf eine SSule, 
die 0.5 ml Sepharose enthait und an die 1 mg TLR9 immobilisiert ist, aufgebracht Die 
S3ule wird mit 5 Volumen TE-Puffer gewaschen. Die Elution erfolgt mit chaotropen lonen 
in hoher Konzentration, z. B. mit 0,7 m! 6 molarer NaJ Oder KSCN Losung. Dieses Eluat 
kann dann direkt auf eine kommerzielle DNA-lsolierungszentrifugationssSule 
aufgetragen warden und die CpG-angereicherte DNA nach Vorschrift, wie im 
Eingangsbeispiel, auf ejn kleines Volumen zwischen 20 \}\ und 100|jI isoliert und zur 
weiteren Analyse, wie Erreger-PCR, eingesetzt werden. 



WO 2004/033683 



13 



PCT/EP2003/008825 



Patentanspruche 

• * 

1 . Verfahren zur Ahreicherung prokaryontischer DNA mit den Schritten: 

a) Kontaktierung mindestens einer in LOsung befindlichen prokaryontischen 
DNA mit mindestens einem Protein oder Polypeptid, das "fahig ist, 

. speziftsch an die prokaryontische DNA zu binden, wodurch ein Protein- 

oder Polypeptid-DNA-Komplex gebildet wird, und 

■ • .* . ■ * • • 

b) Separation des Komplexes. 

» • * 

2. Verfehren gemafi Anspruch 1, wobei sich an die Separation ein Schritt zur 
Trennung von DNA und Protein oder Polypeptid anschliefct. 

3. Verfahren gemaB einem der vorstehenden AnsprQche, wobei das Protein oder das 
Polypeptid an einen TrSger gekoppelt isL 

4. Verfahren gemafX Anspruch 3, wobei das Protein oder das Polypeptid direkt an den 
Trager gekoppelt isL 

5. Verfahren gemafi Anspruch 3 t wobei das Protein oder das Polypeptid Qber einen 
dagegen gerichteten Antikdrper ah den Trager gekoppelt ist 

* 

6. Verfahren gemSft einem der AnsprQche 3 bis 5, wobei der Trager als Matrix, 
Mikropartikel oder Membran ausgebildet ist 

7. Verfahren gemaft einem der AnsprQche 1 oder 2, wobei die Separation mittels 
eines gejgen das Protein oder das Polypeptid gerichteten Antikorpers oder Antiserums 
erfolgt 



8. Verfehren gemSli Anspruch 1 , wobei die Separation mittels Elektrophorese erfolgt 
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9. Verfahren gemSB einem der vorstehenden AnsprQche, wobei das Protein Oder das 

* 

Polypeptid ein gegen nicht-methylierte CpG-Motive gerichteter Antikorper oder ein 
entsprechendes Antiserum ist 

* 

10. * Verfahren gemSIJ einem der AnsprQche 1 bis 8, wobei das Protein oder das 
Polypeptid durch das TLR9-Gen oder durch das CGBP-Gen codiert wird. 

11. Verfahren gemaB Anspruch 10, wobei das Protein oder das Polypeptid durch eine 
cDNA einer Sequenz mit mindestens 80 %, vorzugsweise mindestens 90 %, Homologie 
zur Sequenz gemali der GenBank Zugangs-Nr. XM-1 65661 codiert wird. 

12. Verfahren gemafJ Anspruch 10, wobei das Protein oder das Polypeptid durch eine 
cDNA einer Sequenz mit mindestens 80 %, vorzugsweise mindestens 90 %, Homologie , 
zur Sequenz gemali der GenBank Zugangs-Nr. AB045180 oder einem Fragment davon, 
vorzugsweise einer cDNA mit mindestens 80 % t besonders bevorzugt mindestens 90 %, ^ 
Homologie zu Transkript Variante A (GenBank Zugangs : Nr. NM-138688) oder Transkript 
Variante B (GenBank Zugangs-Nr. NM-01 7442) a>dieif wird. 

13. Verfahren gem3B Anspruch 1, wobei die LOsung ein Gemisch aus eukaryontischer 
und prokaryontischer DNA enthslt. 

14. Verfahren gem§& Anspruch 13, wobei die Losung eine KorperflOssigkeit ist 

* 

15. Verfahren zur Reinigung von KOrperflQssigkeiten von prokaryontischer DNA 
gemaft Anspruch 14, wobei die Separation extrakorporal unter sterilen Bedingungen 
erfolgt 

16. Verfahren zur Detektion prokaryontischer DNA nach einem der AnsprQche 1 bis 
14, wobei sich ein Schritt zur Ampiifikation der prokaryontischen DNA anschlieflt 

17. Kit zur Anreicherung prokaryontischer DNA mittels eines Verfahrens nach einem 
der AnsprQche 1 bis 14. 

18. Test Kit zur Detektion prokaryontischer DNA mittels eines Verfahrens nach 
Anspruch 16 mit einem oder mehreren Sets spezifischer Primer. 
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